Observation Studies of mouse embryonic and growth by transparent skeleton specimen by 吉田 治弘 & 松島 芳文
1マウスの発生､成長の透明骨格標本による観察
吉田治弘1)松島芳文2)
1)専修大学法学部､ 2)埼玉県立がんセンター･臨床腫癌研究所
Observation Studies of mouse embryonic and growth by transparent skeleton specimen
Haruhiro YOSHIDA 1) , Ybshibumi MATSUSHIMA2)
1) Senshu University
2) Research Institute of Clinical Oncology, Saitama Cancer Center
1.はじめに
マウスの骨格標本の作製を試みたのは､疾患モデルとしてのマウスの原因遺伝子を究明する際に､あ
る疾患遺伝子を有する個体は仙骨の骨折が見られるという文献1)を読み､その疾患モデルの可能性が高
いマウスの生後間もない時期に､知り合いの動物病院でレントゲン写真を撮って頂いたが､イヌやネ
コの撮影を主とするレントゲン撮影の機材では､十分満足の行く結果は得られず､かと云って骨格標
本を作製するのは大変だし本来の目的とは異なると考え､そこで骨格の観察が比較的簡便な透明骨格
標本で観察することを考え､実際に作製したところ､簡便な割には軟骨と硬骨の染め分けも出来､骨
格の観察には優れていたので､胎児の発生段階を追い､更に生後の骨格の成長を観察することとした｡
2.実験材料および方法
実験に用いたマウスは､埼玉県立がんセンター､臨床腫蕩研究所内の動物飼育室にて､無菌的に継
代維持されている実験用マウスBALB/Cを用いた｡妊娠の日齢については､交尾後の腫栓(vaginal
plug)形成を確認して計算した｡エーテル麻酔により､絶命させ､以下のプロトコール2)に従って､透
明骨格標本を作製した｡
1. 10%ホルマリンにて固定
2.水洗1-2日
3.豚､個体の皮をむく(出来るだけ筋肉､内臓も取り除く)
4.軟骨染色液に3分間浸す(サイズにより､浸潰時間を考慮した)
5. 95%エタノールに2-3時間浸漬
6. 75%エタノールに2-3時間浸潰
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7. 40%エタノールに2-3時間浸漬
8. 15%エタノールに2-3時間浸漬
9.水に浸漬､約1日
10.トリプシン処理37℃､ 1日(あるいは室温で3日位)
ll.硬骨染色液に15分浸漬(サイズにより､浸漬時間は考慮した)
12. 0.5%KOH　半日～1日浸漬
13. 0.5%KOH:グリセリン-8:2に半日～1日浸漬
14. 0.5%KOH:グリセリン-7:3に半日～1日浸漬
15. 0.5%KOH:グリセリン-6:4に半日～1日浸活
16. 0.5%KOH:グリセリン-3:7に半日～1日浸漬
17. 0.5%KOH:グリセリン-2:8に半日～1日浸漬
18.グリセリン100%に浸活1-数日
19.グリセリン100%+微量チモール
軟骨染色液は､ 95%エタノール　85ml､酢酸　20ml､アルシアンブルー8G IO喝､
トリプシン液は､飽和ホウ素水溶液:水-3:7　200mlにトリプシン1g､硬骨染色液は､ 0.5%KOH
IOOml､アリザリンレッド100喝(溶液が濃い赤色になる程度)以上の溶液を標本の10-40倍を目
安として使用した｡
全身骨格の撮影は､デジタルカメラSony Cyber shotなどで撮影した｡各部位の微細な構造の観察
には､デジタル実体顕微鏡(島津理化STZ-40TBIT b)を使用し､撮影した｡
3.実験結果および考察
I )全身骨格の親祭
胎児については､ 15日齢､ 17日齢､ 19日齢､ 20日齢について､観察を実施した｡
写真は､グリセリン･チモール液の中に､胎児を浮かべた状態で写真撮影しているので､若干見づ
らいが､軟骨部分は青く､硬骨は赤く染色されており､一部染色されていない部分も見られた｡
各胎児の微細な構造については､デジタル実体顕微鏡で観察し､写真撮影を行い観察した｡
図1は､試みに胎児の骨格標本として作製
した第1例で､硬骨は赤く､軟骨は青く鮮明
に染め分けられ､軟骨の一部に染色が弱く､
透明に見えるものの後頭部､背骨､胸部肋
骨､前肢､後肢の一部､指などがまだ軟骨
で出来ていることが判明した｡この結果は､
Kaufman著　のThe Atlas of Mouse
Development3)の写真に遜色のないもので
あった｡
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図1　胎齢17日齢の全身骨格
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この予備実験から､透明骨格標本が十分
に観察に耐え､発生過程や成長過程を観察
しうるものと考え､個体数を増やしての本
格的な実験を行うこととした｡
図2は､胎齢15日､17日､19日､20日に
ついて､全身像を並べて観察した｡ 1個体
ずつで写真撮影しないと一部がぼやけるこ
とがあり､個体ごとに撮影した写真を並べ
て､ 1枚の図として示しており､サイズの
比較がやや不鮮明であり､染色も余り良好
ではないものもあるが､胎齢15日齢では頭
頚部､胸肋骨､前･後肢､尾の一部が硬骨
化している程度で､他の部位については染
色されなかった｡胎齢17日になると図1に
示す通り､硬骨で大分出来上がってきてい
るが､一部の頭部､頚部､脊柱､前･後肢
などが青く軟骨で出来ているのが良く分か
る｡胎齢19日齢は､染色の状態が悪く､硬
骨と軟骨の識別に苦慮するが､ 20日齢では､
軟骨は頭部､肋骨､前･後肢の関節部に見
られる程度になって来ている｡
図3は､生後0､ 1､ 2､ 3日齢の全身
骨格を示している｡ 0日齢では軟骨が多い
ように感じるが､1日齢になると赤く染まる
硬骨部分が多く､硬骨で大半出来て来てい
るように観察される｡ 2､ 3日齢では､前･
後肢の関節がまだ軟骨であることが判る｡
図4は､生後4､ 5､ 7日齢の全身骨格
であるが､前･後肢の関節､尾の関節部位
が軟骨であるが､他は硬骨で出来ているの
が観察される｡
図5は､生後10､ 15､ 20､ 25日齢につい
て全身骨格を観察した｡ここでも後肢指の
関節と尾の関節が軟骨の様に観察される｡
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図2　胎齢15､ 17､ 19､ 20日齢の全身骨格
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図3　0､ 1､ 2､ 3日齢の全身骨格
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図4　生後4､ 5､ 7日齢の全身骨格
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図5　生後10､ 15､ 20､ 25日齢の全身骨格
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2 )頚部の日齢順の観棄
図6は､デジタル実体顕微鏡で撮影した
もので､今回作成した骨格標本の全てのス
テージ､即ち胎齢15､ 17､ 19､ 20日齢､生
後0､ 1､ 2､ 3､ 4､ 5､ 7､ 10､ 15､ 20､
25､ 30日齢の頭部を比較したものである｡
胎齢の初期には顎､前頭部､内耳などが段
階的に形成され､生後も頭骨の形成が日を
迫って充実し､蛸牛管の形成もはっきりと
観察できる｡もっとも､ 15日齢頃からは実
体顕微鏡の視野に一部が入らなくなって来
ており､主に後頭部､内耳(鼓室､ツチ骨･
キヌタ骨･アブミ骨)を主として撮影した
ものを示した｡
3)背骨の日齢順の観察
背骨(脊柱)を胎齢15日から観察すると､
図7に示した通り､左右の肋骨の一部が硬
骨で形成されているが､背骨自身は中央が
開いており､胎児の時期にはずっと開いた
ままであった｡生後5日齢の部分標本を見
ると棟突起に当たる部分は開いたままであ
り､確実に閉じるのは15日齢以降のようで
ある｡生後も背骨が開いているのは考えら
れるが､一部染色されずに､透明のままで､
軟骨で形成されている可能性も考えられる
が､見た目には､背骨がどうなっているの
か興味深いものであり､組織切片を作製し
て､より疎く検討しても良いのではと思わ
せる結果であった｡
4)肋骨の日解職の観察
仙骨については､胎齢17日齢から観察で
きたが､仙骨の左右の骨はもしばらく離れ
たままであり､ 20日齢で結合している棟に
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図6　頭部の日齢順標本
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図7　背骨の月齢順標本
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図8　仙骨の日齢順標本
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観察された｡透明標本の作製のきっかけは
せき髄神経麻痔のマウスで骨折が観察され
ていたことであったが､人間の仙骨が5個
の骨が結合して一つの骨状になることとは
大分異なるが､仙骨の形成が完成するのは､
成熟してからとなるのは､興味深いもので
あった｡
5)前肢の日齢臓の観察
前肢の月齢順の形成の比較は図9に示し
ている｡前肢は胎齢15日では､まだあまり
形成されていないが､図1に示した様に胎
齢17日齢では前腕､上腕は硬骨で形成され､
指は軟骨で形成されている｡前肢指の硬骨
化は生後0日頃から始まり､関節部位が軟
骨でしばらく経過するが生後7日頃から硬
骨化している｡
6)後肢の日齢順の観察
図10で後肢の日齢順の標本を示してい
る｡胎齢17日で軟骨で後肢の指を形成して
いるが､生後0日頃から硬骨化し､ 7日齢頃
からほぼ硬骨で出来ているのが観察された｡
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図9　手の日齢順標本
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図10　脚の日齢慣標本
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今回は､正常な個体について､胎齢15日頃から､生後25日齢までの個体について､各3-5個体に
ついて､透明骨格標本を作製し観察を実施した｡染色の良否は､皮膚や筋肉を出来るだけ除去したが､
染色の際の浸漬するのを個体のサイズによって大目にしたり､少な目にと試みたが､余り上手く染ま
らない､或いは染色しすぎと言うのも在りで､染色液を毎回調整した方が良いのか､グリセリン溶液
にどの程度浸活を続けたらよいのかなど､検討すべき点は､まだまだ多いと思われる｡
透明骨格標本を樹脂に包捜して､手にとっても簡単に全ての方向から観察したいと思い､シリコン樹
脂での包理を試みたが､実際に作ってみると泡の発生が多く､今回は､十分に満足のするものは出来
なかった｡今後は､固体のサイズによっては､染色液の濃度､染色時間などを詳細に検討する必要が
あり､さらに､奇形など形態上の異常を伴う疾患の個体についても､透明骨格標本の作製を行い､樹
脂に包埋することなどもさらに検討を重ねたいと考えている｡
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